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????【要約】
【課題】ロスモンド・トムソン症候群の特徴を示す非ヒト哺乳動物、特にマウス及びその
作製方法を提供する。
【解決手段】ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３に変異を導入する。
?????????????????????????
【特許請求の範囲】
【請求項１】
ロスモンド・トムソン症候群の特徴を示す非ヒト哺乳動物。
【請求項２】
ロスモンド・トムソン症候群の特徴を示すげっ歯類動物。
【請求項３】
ロスモンド・トムソン症候群の特徴を示すマウス。
【請求項４】
ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３に変異を有し、かつ、ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン
１４～２２が、野生型ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１４～２２に対応するアミノ酸配列
をコードする、請求項３に記載のマウス。
【請求項５】
ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３に変異を有し、かつ、ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン
１４～２２が、野生型ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１４～２２に対応するアミノ酸配列
をコードする、ＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損マウス。
【請求項６】
ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３が配列番号３に記載の配列を有する、請求項４又は５
に記載のマウス。
【請求項７】
ＲＥＣＱＬ４がヘリカーゼ活性を喪失している、請求項３～６のいずれか１項に記載のマ
ウス。
【請求項８】
ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３に変異を導入することを特徴とする、請求項３～７の
いずれか１項に記載のマウスの作製方法。
【請求項９】
作製されたマウスのＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３全体が欠失している、請求項８に
記載の方法。
【請求項１０】
作製されたマウスのＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１４～２２が、野生型ＲＥＣＱＬ４遺
伝子のエキソン１４～２２に対応するアミノ酸配列をコードする、請求項８又は９に記載
の方法。
【請求項１１】
ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３が配列番号３に記載の配列を有する、請求項８～１０
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３への変異導入をジーンターゲッティングによって行う
、請求項８～１１のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、ロスモンド・トムソン症候群の特徴を示す非ヒト哺乳動物、特にマウス及びそ
の作製方法に関する。より具体的には、ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３に変異を有し
、ロスモンド・トムソン症候群の特徴を示すマウス及びその作製方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】
ロスモンドは、多形皮膚萎縮症（ポイキロデルマ、ｐｏｉｋｉｌｏｄｅｒｍａ）と若年性
の白内障を特徴とする疾患を、トムソンは多形皮膚萎縮症と遺伝性の骨形成異常を特徴と
する疾患を報告したが（Ｒｏｔｈｍｕｎｄ，　Ａ．　（１８６８）　Ｕｂｅｒ　ｃａｔａ
ｒａｃｔｅｎ　ｉｎ　ｖｅｒｂｉｎｄｕｎｇ　ｍｉｔ　ｅｉｎｅｒ　ｅｉｇｅｎｔｈｕｍ
ｌｉｃｈｅｎ　ｈａｕｔｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．　Ａｒｃｈ．　Ｋｌｉｎ．　Ｅｘｐ
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．　Ｏｐｈｔｈａｌ．，　４，　１５９－１８２．、Ｔｈｏｍｓｏｎ，　Ｍ．Ｓ．　（１
９３６）　Ｐｏｉｋｉｌｏｄｅｒｍａ　ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｅ．　Ｂｒ．　Ｊ．　Ｄｅ
ｒｍａｔｏｌ．，　４８，　２２１－２３４）、後に、ロスモンド・トムソン症候群とし
て病名が統一された。即ち、ロスモンド・トムソン症候群（以下ＲＴＳと略記）は、成長
障害、多形皮膚萎縮症，　脱毛、白内障、骨形成異常、骨肉腫の発がん頻度が高いという
徴候を示す常染色体劣性遺伝病である（Ｉｃｈｉｋａｗａ，　Ｋ．，　Ｎｏｄａ，　Ｔ．
　ａｎｄ　Ｆｕｒｕｉｃｈｉ，　Ｙ．　（２００２）　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　
ｔｈｅ　ｇｅｎｅ　ｔａｒｇｅｔｅｄ　ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｍｉｃｅ　ｆｏｒ　ｈｕｍａ
ｎ　ｐｒｅｍａｔｕｒｅ　ａｇｉｎｇ　ｄｉｓｅａｓｅｓ，　Ｗｅｒｎｅｒ　ｓｙｎｄｒ
ｏｍｅ，　ａｎｄ　Ｒｏｔｈｍｕｎｄ－Ｔｈｏｍｓｏｎ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｃａｕｓｅ
ｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｈｅｌｉｃａｓｅｓ．　Ｎｉｐｐ
ｏｎ　Ｙａｋｕｒｉｇａｋｕ　Ｚａｓｓｈｉ．，　１１９，　２１９－２２６．、Ｖｅｎ
ｎｏｓ，　Ｅ．Ｍ．　ａｎｄ　Ｊａｍｅｓ，　Ｗ．Ｄ．　（１９９５）　Ｒｏｔｈｍｕｎ
ｄ－Ｔｈｏｍｓｏｎ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ．　Ｄｅｒｍａｔｏｌ．　Ｃｌｉｎ．，　１３，
　１４３－１５０．、Ｖｅｎｎｏｓ，　Ｅ．Ｍ．，　Ｃｏｌｌｉｎｓ，　Ｍ．　ａｎｄ　
Ｊａｍｅｓ，　Ｗ．Ｄ．　（１９９２）　Ｒｏｔｈｍｕｎｄ－Ｔｈｏｍｓｏｎ　ｓｙｎｄ
ｒｏｍｅ：　ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｗｏｒｌｄ　ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ．　Ｊ．
　Ａｍ．　Ａｃａｄ．　Ｄｅｒｍａｔｏｌ．，　２７，　７５０－７６２）。
【０００３】
これらの症状はまたＲＴＳが早期老化症候群であることを示唆する。代表的な早期老化症
候群として、ウェルナー症候群とブルーム症候群が知られ、それぞれ、ＷＲＮ遺伝子とＢ
ＬＭ遺伝子の突然変異が原因であることが知られている（Ｍｏｈａｇｈｅｇｈ，　Ｐ．　
ａｎｄ　Ｈｉｃｋｓｏｎ，　Ｉ．Ｄ．　（２００１）　ＤＮＡ　ｈｅｌｉｃａｓｅ　ｄｅ
ｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｃａｎｃｅｒ　ｐｒｅｄｉｓ
ｐｏｓｉｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｒｅｍａｔｕｒｅ　ａｇｅｉｎｇ　ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ．
　Ｈｕｍ．　Ｍｏｌ．　Ｇｅｎｅｔ．，　１０，　７４１－７４６．）。
これらの遺伝子はＲｅｃＱヘリケース遺伝子（ＲｅｃＱ　ｈｅｌｉｃａｓｅ）ファミリー
に属している。この同じファミリーに属しているＲＥＣＱＬ４遺伝子については、多くの
ＲＴＳ患者で突然変異が見つかっている。突然変異は、ＲＥＣＱＬ４タンパク質分子の中
でとくにヘリケース活性をもつ部分に集中している（図１の矢印部分）。そこで、ＲＥＣ
ＱＬ４遺伝子のヘリケース活性部分の変異がＲＴＳの原因なのかを確認し、ＲＴＳ患者の
マウスモデルを作る目的で、ＲＥＣＱＬ４遺伝子を破壊したマウス個体の作製が試みられ
ていた。しかし、ＲＥＣＱＬ４遺伝子の２２個のエキソンの中でエキソン５～８をノック
アウトしたマウスは胎生３．５～６．５日に死亡し、作製には成功していなかった（Ｉｃ
ｈｉｋａｗａ，　Ｋ．，　Ｎｏｄａ，　Ｔ．　ａｎｄ　Ｆｕｒｕｉｃｈｉ，　Ｙ．　（２
００２）　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅ　ｔａｒｇｅｔｅｄ　ｋｎ
ｏｃｋｏｕｔ　ｍｉｃｅ　ｆｏｒ　ｈｕｍａｎ　ｐｒｅｍａｔｕｒｅ　ａｇｉｎｇ　ｄｉ
ｓｅａｓｅｓ，　Ｗｅｒｎｅｒ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ，　ａｎｄ　Ｒｏｔｈｍｕｎｄ－Ｔｈ
ｏｍｓｏｎ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｃａｕｓｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｏｆ
　ＤＮＡ　ｈｅｌｉｃａｓｅｓ．　Ｎｉｐｐｏｎ　Ｙａｋｕｒｉｇａｋｕ　Ｚａｓｓｈｉ
．，　１１９，　２１９－２２６）。
【非特許文献１】
Ｉｃｈｉｋａｗａ，　Ｋ．，　Ｎｏｄａ，　Ｔ．　ａｎｄ　Ｆｕｒｕｉｃｈｉ，　Ｙ．　
（２００２）　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅ　ｔａｒｇｅｔｅｄ　
ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｍｉｃｅ　ｆｏｒ　ｈｕｍａｎ　ｐｒｅｍａｔｕｒｅ　ａｇｉｎｇ　
ｄｉｓｅａｓｅｓ，　Ｗｅｒｎｅｒ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ，　ａｎｄ　Ｒｏｔｈｍｕｎｄ－
Ｔｈｏｍｓｏｎ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｃａｕｓｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　
ｏｆ　ＤＮＡ　ｈｅｌｉｃａｓｅｓ．　Ｎｉｐｐｏｎ　Ｙａｋｕｒｉｇａｋｕ　Ｚａｓｓ
ｈｉ．，　１１９，　２１９－２２６
【０００４】
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【発明が解決しようとする課題】
本発明の目的は、ロスモンド・トムソン症候群の特徴を示す非ヒト哺乳動物、特にマウス
及びその作製方法を提供することである。より具体的には、ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソ
ン１３に変異を有し、ロスモンド・トムソン症候群の特徴を示すマウス及びその作製方法
に関する。
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、マウスＲＥＣＱＬ４遺伝子（単にＲｅｃｑｌ４とも記載する）のエクソン
１３のみを改変することによって、ＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損マウスを作製し得ること、及
び、作製された遺伝子欠損マウスが、ヒトのロスモンド・トムソン症候群の特徴の少なく
ともいくつかを示すことを見いだした。本発明はこれらの知見に基づいてなされたもので
ある。
すなわち、本発明は、
（１）ロスモンド・トムソン症候群の特徴を示す非ヒト哺乳動物；
（２）ロスモンド・トムソン症候群の特徴を示すげっ歯類動物；
（３）ロスモンド・トムソン症候群の特徴を示すマウス；
（４）ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３に変異を有し、かつ、ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエ
キソン１４～２２が、野生型ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１４～２２に対応するアミノ
酸配列をコードする、前記（３）に記載のマウス；
（５）ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３に変異を有し、かつ、ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエ
キソン１４～２２が、野生型ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１４～２２に対応するアミノ
酸配列をコードする、ＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損マウス；
（６）ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３が配列番号３に記載の配列を有する、前記（４
）又は（５）に記載のマウス；
（７）ＲＥＣＱＬ４がヘリカーゼ活性を喪失している、前記（３）～（６）のいずれか１
つに記載のマウス；
（８）ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３に変異を導入することを特徴とする、前記（３
）～（７）のいずれか１つに記載のマウスの作製方法；
（９）作製されたマウスのＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３全体が欠失している、前記
（８）に記載の方法；
（１０）作製されたマウスのＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１４～２２が、野生型ＲＥＣ
ＱＬ４遺伝子のエキソン１４～２２に対応するアミノ酸配列をコードする、前記（８）又
は（９）に記載の方法；
（１１）ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３が配列番号３に記載の配列を有する、請求項
（８）～（１０）のいずれか１つに記載の方法；及び
（１２）ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３への変異導入をジーンターゲッティングによ
って行う、前記（８）～（１１）のいずれか１項に記載の方法
である。
【発明の実施の形態】
本明細書において、「ロスモンド・トムソン症候群（ＲＴＳ）の特徴を示す」とは、皮膚
の異常（多形皮膚萎縮症、無色毛及び脱毛等）、低身長（体長）、骨形成障害、白内障、
免疫異常、不稔及び悪性腫瘍といったヒトＲＴＳの特徴のうち１以上の特徴を示すことを
いう（後述の表１を参照）。
本明細書において、「ＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損マウス」とは、ＲＥＣＱＬ４遺伝子に変異
を有し、その結果、ＲＥＱＣＬ４タンパク質が正常な機能を有しないマウス、特にＲＥＱ
ＣＬ４のヘリカーゼ活性が失われているマウスをいう。本発明の「ＲＥＣＱＬ４遺伝子欠
損マウス」は、ロスモンド・トムソン症候群の特徴を示す。
本発明においては、ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３に変異が導入され、それによって
ＲＥＣＱＬ４タンパク質の機能、特にヘリカーゼ活性が失われている。
マウスＲＥＣＱＬ４のｃＤＮＡ配列を配列番号１に、アミノ酸配列を配列番号２に示した
。本発明の一実施態様においては、エキソン１３は配列番号３に記載の配列を有する。配
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列番号３に記載のエキソン１３は、配列番号１中のヌクレオチドＮｏ．１９４５－２１２
４に相当する。
本発明の一態様では、マウスＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３全体が欠失している。エ
キソン１３（１８０ｂｐ）は、ヘリケース活性に不可欠なアミノ酸配列をコードするエキ
ソンである。エキソン１３は、その構成塩基数が３の倍数（１８０ｂｐ）である。したが
って、エキソン１３全体が通常のスプライシングから除外されると、次のエキソン１４～
２２においてフレーム（アミノ酸配列の読み枠）が保たれて野生型Ｒｅｃｑｌ４と相同な
タンパク質を発現するようなエキソンとなる。エキソン１４～２２のいずれのエキソンも
構成塩基数が単独では３の倍数ではないので、このようなエキソンを構成しうるエキソン
としては、エキソン１～２２の中でエキソン１３が最もＣ末端のエキソンとなる。したが
って、本発明のＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損マウスでは、そのＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン
１４～２２が、野生型ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１４～２２に対応するアミノ酸配列
をコードしていることが好ましい。
【０００５】
ＲＥＣＱＬ４タンパク質は、ヘリケーススーパーファミリーＩＩ型（ＳＦＩＩ）に属し、
７つの保存領域を有するタンパク質である。その中で、エキソン１３はモチーフＩＩＩを
コードする。モチーフＩＩＩのＴＡＴ（ＳＡＴ）配列は、ＡＴＰの加水分解を必要とする
ヘリケース活性とＤＮＡへの結合にとって重要であることが仮想的ＲＮＡヘリケースのＸ
線構造解析により示されている（Ｓｔｏｒｙ，　Ｒ．Ｍ．，　Ｌｉ，　Ｈ．　ａｎｄ　Ａ
ｂｅｌｓｏｎ，　Ｊ．Ｎ．　（２００１）　Ｃｒｙｓｔａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ
　ａ　ＤＥＡＤ　ｂｏｘ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｏ
ｐｈｉｌｅ　Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｕｓ　ｊａｎｎａｓｃｈｉｉ．　Ｐｒｏｃ．　Ｎａ
ｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ．　Ｓ．　Ａ．，　９８，　１４６５－１４７０）。
また、マウスｅＩＦ４ａ（ＳＦＩＩの一つ）のＳＡＴ配列の突然変異（Ｐａｕｓｅ，　Ａ
．　ａｎｄ　Ｓｏｎｅｎｂｅｒｇ，　Ｎ．　（１９９２）　Ｍｕｔａｔｉｏｎａｌ　ａｎ
ａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ａ　ＤＥＡＤ　ｂｏｘ　ＲＮＡ　ｈｅｌｉｃａｓｅ：　ｔｈｅ　ｍ
ａｍｍａｌｉａｎ　ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　ｅ
ＩＦ－４Ａ．　ＥＭＢＯ　Ｊ．，　１１，　２６４３－２６５４．）及びマウスＢｌｍの
モチーフＩＩＩの突然変異（Ｂａｈｒ，　Ａ．，　Ｄｅ　Ｇｒａｅｖｅ，　Ｆ．，　Ｋｅ
ｄｉｎｇｅｒ，　Ｃ．　ａｎｄ　Ｃｈａｔｔｏｎ，　Ｂ．　（１９９８）　Ｐｏｉｎｔ　
ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｃａｕｓｉｎｇ　Ｂｌｏｏｍ’ｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ａｂｏｌｉ
ｓｈ　ＡＴＰａｓｅ　ａｎｄ　ＤＮＡ　ｈｅｌｉｃａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ
　ｔｈｅ　ＢＬＭ　ｐｒｏｔｅｉｎ．　Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，　１７，　２５６５－２５７
１．）によって、ヘリケース活性が欠損することが示されている。更に、Ｅ．ｃｏｌｉの
ＲｅｃＧヘリケースのＴＡＴ配列の突然変異がブランチ・マイグレーション（ｂｒａｎｃ
ｈ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ）を抑制することが示されている。これらの報告は、モチーフＩ
ＩＩの存在がヘリケース活性にとって不可欠であることを示している。したがって、本発
明の一つの実施態様においては、エキソン１３のモチーフＩＩＩを破壊する変異が導入さ
れていてもよい。この場合でも、本発明のＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損マウスは、そのＲＥＣ
ＱＬ４遺伝子のエキソン１４～２２が、野生型ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１４～２２
に対応するアミノ酸配列をコードしていることが好ましい。
マウス以外の非ヒト哺乳動物、特にげっ歯類動物を標的とする場合も、モチーフＩＩＩが
含まれるエキソンを変異導入の標的とし、かつ上述した性質を有する変異を導入すること
ができる。
マウスとしては、一般的にモデルマウスの作製に用いられる１２９／ＳＶを使用すること
ができる。
【０００６】
本発明において、ＲＥＣＱＬ４遺伝子への変異の導入は、いわゆる遺伝子ターゲッティン
グによって行うことができる。
本発明のマウスを作製するためのターゲッティングベクターとしては、例えば、
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（１）ポジティブ選択マーカー、
（２）ポジティブ選択マーカーの５’側領域に存在し、ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１
～１２又はその一部に相同な配列（Ｌｏｎｇ　ａｒｍ）、及び、
（３）ポジティブ選択マーカーの３’側領域に存在し、ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１
４～２０又はその一部に相同な配列（Ｓｈｏｒｔ　ａｒｍ）
を有するベクターを利用することができる（図２、中段）。
Ｌｏｎｇ　ａｒｍ及びＳｈｏｒｔ　ａｒｍは、一般には長い方が好ましいと考えられてお
り、例えば、５’側領域はＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１～１２を含み長さが４ｋｂ以
上あることがより好ましいが、３’側及び５’側のいずれについても長さは本発明に本質
的ではなく、このような遺伝子ターゲティングに通常利用される長さを有していればよい
。また、相同組換えを生じさせる領域は、標的領域と完全に同一である必要はなく、相同
組換えが生じる程度の配列類似性を有していればよい。
ポジティブ選択マーカーとしては、一般に薬剤耐性遺伝子を用いることができ、例えば、
ネオマイシン耐性遺伝子、ハイグロマイシン耐性遺伝子、ピューロマイシン耐性遺伝子を
用いることができる。
ターゲッティングベクターは、相同組換えが起きたことを確認するためのネガティブ選択
マーカーを更に含んでいてもよい。そのようなマーカーとしては、チミジンキナーゼ遺伝
子、ジフテリア毒素Ａ遺伝子を利用することができる。
【０００７】
次に、このようなターゲッティングベクターを胚性幹細胞（ＥＳ細胞）へ導入する。導入
方法は特に限定されず、このような場合に用いられる当業者に知られた一般的な方法及び
条件を利用することができる。例えば、エレクトロポレーション、リポフェクチン法など
が利用できる。
ターゲティングベクターを導入したＥＳ細胞は、適切な条件下で培養することができる。
例えば、ＥＳ細胞の培養に適し、かつ、ポジティブ選択用マーカー及びネガティブ選択用
マーカーに対応した薬剤を含む培地中で培養することができる。ＥＳ細胞の培養条件及び
培養方法は当業者にはよく知られたものである。必要であれば、更にＰＣＲ等により導入
された遺伝子及びその位置、方向を確認することもできる。
【０００８】
得られたＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損ヘテロＥＳ細胞（Ｒｅｃｑｌ４　＋／－）を、当業者に
よく知られた方法に従って、胚盤胞へマイクロインジェクションする。その後、偽妊娠動
物への導入等により目的とする遺伝子が導入されたキメラ動物を得ることができる。得ら
れたキメラ動物は、ＥＳ細胞由来の性質、例えば毛皮の色等を指標として導入遺伝子につ
いて選抜することができる。
選抜された動物と遺伝子導入していない動物とを交配して子孫動物（Ｆ１動物）を得る。
ＥＳ細胞由来の性質、例えば毛皮の色を指標にして生殖細胞に導入遺伝子を有する動物を
更に選抜することができる。必要であれば、更に得られた動物の一部、例えば尾部からＤ
ＮＡを取得し、ＰＣＲによって導入遺伝子の有無を確認することもできる。このようにし
て得られたＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損ヘテロ動物（Ｒｅｃｑｌ４　＋／－）同士を交配して
ＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損ホモ動物（Ｒｅｃｑｌ４　－／－）、例えばＲＥＣＱＬ４遺伝子
のエキソン１３全体が欠失している変異動物を得ることができる。
【０００９】
得られた本発明のＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損動物（Ｒｅｃｑｌ４　－／－）を、野生型動物
（Ｒｅｃｑｌ４　＋／＋）を対照として、その性質を調べることができる。例えば、動物
の外観観察、皮膚の状態観察、悪性腫瘍の発生頻度の計測、Ｒｅｃｑｌ４の転写産物量の
測定、組織標本観察、細胞学解析等を行うことができる。転写産物量は、例えばトータル
ＲＮＡ又はポリ（Ａ）ＲＮＡをＲＴ－ＰＣＲによって定量することができる。組織標本観
察は、常法に従って、ホルマリン等で固定し、パラフィン包埋した切片を用いて行うこと
ができる。細胞学的解析は、組織から細胞を単離し、例えば、種々の刺激、特に放射線、
又は紫外線に対する感受性を測定することによって行うことができる。更に、一定期間後
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の動物の体重、体長、体高等を指標に動物の成育能を測定することもできる。
本発明のＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損動物（Ｒｅｃｑｌ４　－／－）、特にマウスでは、顕著
な脱毛、びらん性の出血を伴う病変が見られる。また、上皮、真皮、皮下組織の形成が不
良となる。本発明のＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損動物、特にマウスでは、骨組織の形成、特に
、骨梁形成が不良となる。また、本発明のＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損動物、特にマウスでは
生長も遅延し、生後１０週において正常固体の約１／３程の大きさしかない。また、この
ようなマウスから採種した細胞は増殖速度が野生型の２／３程度に低下する。さらに、本
発明のＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損動物、特にマウスは小腸上皮の絨毛の大きさ及び数が正常
固体に比べて減少する。
表１は、本発明のＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損マウスのこれらの特徴、及びその他の特徴とヒ
トのＲＴＳの症状を比較した結果である。このことは、本発明のＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損
動物、特にマウスがヒトのロスモンド・トムソン症候群（ＲＴＳ）のモデルとして利用し
得ることを示す。本明細書において、「ロスモンド・トムソン症候群の特徴を示す」とは
、下記の表においてＲＴＳの特徴として示される１以上の特徴を示すことをいう。
【００１０】
【表１】
表１．本発明のＲＥＣＱＬ４欠損動物の特徴とヒトのＲＴＳの症状の比較
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ：一部のＲＴＳ患者の細胞はＸ線及び紫外線に感受性だが、そうでない患者もいる。
ｂ：２～８週齡のマウス（ｎ＝２３）について得られたデータ。
ｃ：Ｔ細胞が僅かしか見られない。
ｄ：組織学的検査によればＲｅｃｑｌ４遺伝子欠損マウスの精子形成は正常であったが、
Ｒｅｃｑｌ４遺伝子欠損マウスをＣ５７ＢＬ／６マウス又は同腹仔と交配した場合には新
生仔は生まれなかった（オスｎ＝５、メスｎ＝４）。
ｅ：ＭＥＦについてのデータ。
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【００１１】
【実施例】
ターゲッティングベクターは、ポジティブ選択マーカーとしてのネオマイシン耐性遺伝子
及びネガティブ選択マーカーとしてのチミジンカイネース遺伝子（相同組換えが起こらな
かった場合、そのままゲノムに取り込まれて、細胞をガンアシクロビルに対して致死感受
性にする遺伝子）を含むＮＴＢｌｕｎｔベクターへ、Ｌｏｎｇ　ａｒｍ及びＳｈｏｒｔ　
ａｒｍを挿入することにより構築した。
ＮＴＢｌｕｎｔベクターは、ネオマイシン耐性遺伝子（ＰＧＫＮｅｏ）を有するｐＫＪ１
ベクター（ＮＡＲ，　ｖｏｌ１９，　ｎｏ．　２０　５７５５－５７６１，　１９９１．
　ＭｃＢｕｒｎｅｙ　ＭＷ　ｅｔ．　ａｌ．）を制限酵素ＥｃｏＲＩ，　ＢｇｌＩＩで切
り出し、得られたＰＧＫＮｅｏｐＡを、制限酵素ＥｃｏＲＩ及びＢａｍＨＩで切断したｐ
ＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＩＩへ挿入し、更にチミジンカイネース遺伝子（ＨＳＶ－ＴＫ）を
常法に従い挿入することにより作製した。
Ｌｏｎｇ　ａｒｍ（ポジティブ選択マーカーの５’側領域）は、マウスＥＳ細胞のＲｅｃ
ｑｌ４遺伝子のエキソン１からエキソン１２を含む４．３ｋｂのゲノムＤＮＡ（ＥＳ細胞
株Ｒ１から通常のフェノールクロロホルム抽出により調製）を鋳型に、次のプライマーを
用いたＰＣＲにより作製した。
ｍＱ４－１（＋）３０　　　　　５’－ＣＴＴＴＴＧＣＡＣＧＧＣＴＧＣＡＣＧＧＧＣＧ
ＡＣＧＧＣＣＡＧ－３’　（配列番号４）
ｍＱ４－Ｃｏ１（－）３０　　　５’－ＣＡＧＣＴＡＴＧＣＣＡＡＧＧＴＧＣＴＧＡＧＣ
ＣＡＣＡＴＣＴＣ－３’　（配列番号５）
Ｓｈｏｒｔ　ａｒｍ（ポジティブ選択マーカーの３’側領域）は、マウスＥＳ細胞のＲｅ
ｃｑｌ４遺伝子のエキソン１４からエキソン２０を含む１．９ｋｂのゲノムＤＮＡ（ＥＳ
細胞株Ｒ１から通常のフェノールクロロホルム抽出により調製）を鋳型に、次のプライマ
ーを用いたＰＣＲにより作製した。
ｍＱ４－６（＋）３０　　　５’－ＴＴＧＡＧＣＴＣＡＧＣＧＧＧＴＣＡＧＣＣＡＡＣＡ
ＴＣＣＣＴＧ－３’　（配列番号６）
ｍＱ４－９（－）３０　　　５’－ＴＧＣＴＣＴＡＡＡＣＡＧＧＧＴＣＣＡＣＡＡＣＴＧ
ＧＧＡＡＡＧ－３’　（配列番号７）
ポリメラーゼとしてＫＯＤｐｌｕｓ　（ＴＯＹＯＢＯ）を用い、添付のプロトコールに従
いＰＣＲを行った。
ＮＴＢｌｕｎｔベクターへの制限酵素ＨｐａＩの認識部位にＳｈｏｒｔ　ａｒｍを、制限
酵素ＳｗａＩの認識部位にＬｏｎｇ　ａｒｍを常法により挿入した。ターゲティングベク
ターの作製の基礎になったベクターＮＴＢｌｕｎｔを図３に示す。
【００１２】
ターゲッティングベクターに用いたマウスＥＳ細胞は、マウスＥＳ細胞Ｒ１株（Ｎａｇｙ
，　Ａ博士より入手。連絡先：Ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｓａｍｕｅｌ　Ｌｕｍｅｎｆｅｌｄ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，　Ｍｏｕｎｔ　Ｓｉｎａｉ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ
，　Ｔｏｒｏｎｔｏ，　ＯＮ，　Ｃａｎａｄａ）（Ｎａｇｙ，　Ａ．，　Ｒｏｓｓａｎｔ
，　Ｊ．，　Ｎａｇｙ，　Ｒ．，　Ａｂｒａｍｏｗ－Ｎｅｗｅｒｌｙ，　Ｗ．　ａｎｄ　
Ｒｏｄｅｒ，　Ｊ．Ｃ．　（１９９３）　Ｄｅｒｉｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｍｐｌｅｔ
ｅｌｙ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｍｉｃｅ　ｆｒｏｍ　ｅａｒｌｙ
－ｐａｓｓａｇｅ　ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ．　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ
ｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ．　Ｓ．　Ａ．，　９０，　８４２４－８４２８．）で
あった。
ターゲッティングベクター３０μｇを、Ｒ１細胞２×１０ ７ 個と共にキュベット（電極間
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実施例１
ターゲッティングベクターの構築
Ｒｅｃｑｌ４遺伝子のジーンターゲティング
４ｍｍ）（ＢｉｏＲａｄ）に加え、ＧｅｎｅＰｕｌｓｅｒＩＩ　（ＢｉｏＲａｄ）を用い
たエレクトロポレーション（電圧：２５０Ｖ、容量：９５０μＦ）によりマウスＥＳ細胞
へ導入した。
得られたターゲッティングベクター導入ＥＳ細胞を、Ｎａｇｙらの文献（Ｐｒｏｃ　Ｎａ
ｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．　１９９３　Ｓｅｐ　１５；９０（１８）：８４
２４－８．　Ｄｅｒｉｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔ
ｕｒｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｍｉｃｅ　ｆｒｏｍ　ｅａｒｌｙ－ｐａｓｓａｇｅ　ｅｍｂｒ
ｙｏｎｉｃ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ．；　Ｎａｇｙ　Ａ，　Ｒｏｓｓａｎｔ　Ｊ，　Ｎａ
ｇｙ　Ｒ，　Ａｂｒａｍｏｗ－Ｎｅｗｅｒｌｙ　Ｗ，　Ｒｏｄｅｒ　ＪＣ．　Ｄｉｖｉｓ
ｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ，　Ｓａｍｕｅｌ　Ｌｕｍｅｎｆｅｌｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，
　Ｍｏｕｎｔ　Ｓｉｎａｉ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ，　Ｔｏｒｏｎｔｏ，　ＯＮ，　Ｃａｎａ
ｄａ．）にしたがい、選択薬剤Ｇ４１８（ポジティブ選択用；ネオマイシン誘導体）及び
ガンアシクロビル（ネガティブ選択用）を含む培地中で培養した。
双方の選択薬剤に耐性を示す細胞のクローンを培養し、常法によりゲノムＤＮＡを抽出し
た。抽出したＤＮＡを、制限酵素ＸｂａＩで消化し、アガロースゲル電気泳動に付し、ナ
イロンメンブレンへ転写した。次いで、Ｒｅｃｑｌ４遺伝子のエキソン２１と２２を含む
ゲノム領域０．６ｋｂの　ＤＮＡ断片からなるプローブ
【００１３】
５’－ＧＧＡＣＡＣＴＣＡＧＧＧＴＣＣＡＡＡＡＣＣＴＧＧＧＣＡＧＡＣＴＣＡＧＧＴＡ
ＡＧＴＧＣＣＡＣＡＣＣＴＣＴＧＡＧＧＡＴＡＧＴＴＣＴＴＡＡＡＧＣＴＴＧＧＧＡＣＡ
ＧＴＧＡＣＡＴＧＧＣＣＣＣＡＴＴＣＡＡＣＣＣＴＧＡＣＣＣＣＡＣＡＧＴＴＣＡＡＴＣ
ＣＣＴＧＣＴＴＧＧＣＴＣＡＡＧＧＴＴＴＣＣＴＴＧＧＣＴＧＣＴＣＣＧＧＧＴＧＴＧＡ
ＴＴＴＴＡＣＡＴＧＡＣＡＧＡＴＧＣＴＡＴＧＧＴＡＧＣＴＣＡＧＡＴＧＡＧＧＴＴＡＣ
ＡＴＧＣＴＡＴＣＣＴＣＣＣＡＣＡＧＣＴＴＣＡＧＧＡＣＴＧＧＧＡＧＧＡＣＣＡＡＡＴ
ＡＣＧＣＣＧＧＧＡＴＧＴＣＣＧＣＣＡＧＣＴＣＣＴＧＴＣＣＣＴＧＡＧＧＣＣＡＧＡＡ
ＧＡＡＡＧＧＴＴＴＴＣＡＧＧＡＡＧＧＧＣＴＧＴＧＧＣＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＣＡＴＧ
ＧＣＡＴＴＧＧＴＧＡＧＧＧＣＣＡＣＧＧＧＧＴＴＧＣＣＴＧＧＴＧＣＣＡＧＣＧＧＧＧ
ＧＡＴＧＧＧＴＡＴＴＡＧＡＧＣＣＡＧＣＴＧＡＧＴＣＣＴＣＡＧＧＣＣＴＧＴＧＴＴＴ
ＣＴＧＣＴＣＣＡＣＣＣＴＡＧＣＧＡＧＴＣＣＡＴＧＣＴＡＣＣＣＡＧＣＣＣＡＧＧＴＧ
ＴＡＴＧＧＧＣＴＧＧＡＣＣＧＧＣＧＣＴＴＣＴＧＧＡＧＧＡＡＧＴＡＣＣＴＡＣＡＣＣ
ＴＧＧＡＣＴＴＴＣＡＴＧＣＣＣＴＧＡＴＧＣＡＣＣＴＡＧＣＴＡＣＡＧＡＡＧＡＧＣＴ
ＣＣＴＧＣＴＧＡＧＡＧＧＣＣＧＡＴＧＡＣＣＡＣＣＴＴＡＣＡＴＧＧＧＡＧＧＧＴＧＣ
ＣＡＣＡＴＧＡＴＴＧＡＧＧＣＡＴＧＡＧＧＣＡＡＧＣＣ－３’　（５８４　ｂｐ）（配
列番号８）
【００１４】
を蛍光ラベルしたもの（図２の「３’プローブ」）を用いて、サザンハイブリダイゼーシ
ョンを行った（Ｗｕｒｓｔ，　Ｗ．　ａｎｄ　Ｊｏｙｎｅｒ，　Ａ．Ｌ．　（１９９３）
　Ｇｅｎｅ　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ．　Ｉ
ＲＬ　ｐｒｅｓｓ，　Ｏｘｆｏｒｄ．）。結果を図４に示す。
野生型マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／＋）（すなわち、２本の染色体のいずれにおいてもＲｅ
ｃＱＬ４のエキソン１３が欠損していない遺伝子）のＥＳ細胞クローンは８ｋｂのバンド
を与えた。一方、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ヘテロ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／－）、すなわ
ちターゲッティングにより１本の染色体のＲｅｃＱＬ４のエキソン１３が欠損したマウス
のＥＳ細胞クローンは６ｋｂ及び８ｋｂのバンドを与えた。ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損
マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）、すなわち２本の染色体のいずれにおいてもＲｅｃＱＬ４
のエキソン１３が欠損したマウスのＥＳ細胞クローンは６ｋｂのバンドのみを与えた。Ｒ
ＥＣＱＬ４遺伝子ヘテロ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／－）のＥＳ細胞クローンを更なる
工程に用いた。
【００１５】
??
??
??
??
??
??? ?????????????????????????
Ｒｅｃｑｌ４＋／－のＥＳ細胞クローンを、Ｃ５７ＢＬ／６ＪＮｒｓ妊娠マウス（黒眼、
黒色毛、独立法人放射線医学総合研究所で維持されているストレイン）の卵管切除によっ
て得たブラストシスト（桑実胚）へ、マイクロインジェクター（ナリシゲ）およびピエゾ
マイクロマニピュレーター（プライムテック）を用いて注入した。この胚を精管結紮した
雄と交配させた偽妊娠の代理母マウスの胎内に導入しキメラマウスを作製した。
作製したキメラマウスの中から、Ｒｅｃｑｌ４＋／－のＥＳ細胞が示す毛皮の色（アグチ
）が８０％以上含まれるオスのマウスを選択した。
選択したオスのマウスとＣ５７ＢＬ／６のメスのマウスとを交配して、エキソン１３が欠
損したＲｅｃＱＬ４アレル遺伝子（Ｒｅｃｑｌ４－）が生殖系列へ導入されたＦ１マウス
を作製した。
Ｆ１マウス個体の遺伝子型の識別は、尾の一部を切除してＤＮＡを抽出し、Ｒｅｃｑｌ４
遺伝子に対するプライマーを用いたＰＣＲにより行った。使用したプライマーは以下の通
りである。
ｍＱ４－５　（＋）　３０　　　　　５’－ＣＴＣＧＴＧＧＴＣＴＣＧＣＣＴＣＴＣＣＴ
ＧＴＣＡＣＴＣＡＴＧ－３’　（配列番号９）
ｍＱ４－６（－）３０　　　　　　　５’－ＧＣＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＣＡＧＧＣＡＧＧ
ＴＧＣＧＧＡＧＧＡＧ－３’　（配列番号１０）
ｐｇｋＮｅｏ５’－１（－）３０　　５’－ＣＴＴＧＧＧＡＡＡＡＧＣＧＣＣＴＣＣＣＣ
ＴＡＣＣＣＧＧＴＡＧ－３’　（配列番号１１）
遺伝子型を確認したＲＥＣＱＬ４遺伝子ヘテロ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４　＋／－）同士
、あるいは、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ヘテロ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４　＋／－）とＣ５７Ｂ
Ｌ／６との交配により、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）を作
製した。
【００１６】
野生型マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／＋）及びＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑ
ｌ４－／－）のそれぞれについて、１４．５日胎児からはプライマリーの胎生線維芽細胞
（ＭＥＦ）、成熟個体からは脳、心臓、胸腺、腎臓及び精巣から常法にしたがいトータル
ＲＮＡを調製した。調製したトータルＲＮＡに対し、下記のプライマー（図２の矢頭）を
用い、Ｒｅｃｑｌ４遺伝子転写産物についてのＲＴ－ＰＣＲを行った。
ｍＱ４－５（＋）３０　　５’－ＣＴＣＧＴＧＧＴＣＴＣＧＣＣＴＣＴＣＣＴＧＴＣＡＣ
ＴＣＡＴＧ－３’　（配列番号１２）
ｍＱ４－８（－）３０　　５’－ＣＡＧＣＴＧＧＧＣＡＣＴＧＣＣＧＣＣＡＡＧＧＣＡＡ
ＴＧＣＡＧ－３’　（配列番号１３）
ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）のＭＥＦ及び精巣から得られ
た変異ＰＣＲ増幅産物（転写産物）は、対応する野生型マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／＋）の
ＰＣＲ増幅産物（転写産物）と比較して短かかった。
変異ＰＣＲ増幅産物を、ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｚｙ（プロメガ）へ常法によりクローニング
し、下記のプライマーを用いて塩基配列を決定した。
５’－ＣＴＧＣＣＴＣＴＣＴＣＡＧＴＧＧＴＣＡＣ－３’　（配列番号１４）
５’－ＧＡＣＡＧＧＣＡＧＧＴＧＣＧＧＡＧＧＡＧ－３’　（配列番号１５）
配列決定したＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウスのＰＣＲ増幅産物の配列と野生型マウス
のＰＣＲ増幅産物の配列とを比較したところ、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅ
ｃｑｌ４－／－）のＰＣＲ増幅産物では、エキソン１３を構成する配列（１８０塩基）が
完全に欠失していることが明らかになった（図５）。このことは、上述のターゲッティン
グ方法により得られたマウスにおいて、
（１）ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３全体が欠失していること、及び
（２）スプライシングの結果、エキソン１２の３’末端とエキソン１４の５’末端とが正
常に結合していること（すなわち、エキソン１４以降に対応するアミノ酸配列は野生型の
??
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??
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??
???? ?????????????????????????
ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３欠損マウスの作製
Ｒｅｃｑｌ４遺伝子転写産物の配列決定による欠失部位の確認
対応するアミノ酸配列と同じである）
を示している。
【００１７】
ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）における変異Ｒｅｃｑｌ４転
写産物（エキソン１３欠失転写産物）の量と、野生型マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／＋）にお
ける正常Ｒｅｃｑｌ４転写産物の量とを定量的ＰＣＲにより比較した。
ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウスのトータルＲＮＡ　１μｇより合成されたｃＤＮＡを
基準として、野生型マウスの精巣のトータルＲＮＡより合成されたｃＤＮＡの希釈系列を
作製した（ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウスを１として野生型マウス０～０．１）。作
製した野生型マウスのｃＤＮＡの各希釈系列とＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウスのｃＤ
ＮＡとの混合物を鋳型として、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウスで欠失しているエキソ
ン１３を挟む下記のプライマーのセット
５’－ＣＴＣＧＴＧＧＴＣＴＣＧＣＣＴＣＴＣＣＴＧＴＣＡＣＴＣＡＴＧ－３’（配列番
号１６）
５’－ＣＡＧＣＴＧＧＧＣＡＣＴＧＣＣＧＣＣＡＡＧＧＣＡＡＴＧＣＡＧ－３’（配列番
号１７）
でＰＣＲを行った。結果を図６に示す。尚、示されている各混合物の混合比は、それぞれ
同一のｃＤＮＡサンプルを鋳型としてＧａｐｄｈ遺伝子に特異的なプライマーセットによ
るＲＴ－ＰＣＲを行ったデータをもとに補正された値である。図６より、ＲＥＣＱＬ４遺
伝子ホモ欠損マウスにおける変異転写産物の発現量は野生型マウスの野生型転写産物の発
現量の１～２％であることが明らかになった。
【００１８】
（１）生存率による評価
作製した 頭のＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）うち、約４０
％は生まれた直後に死亡した。生存した個体のうち、８０％は生後２日以内に死亡し、９
５％の個体は生後２週間以内に死亡した。しかし、残りの５％は生後２週間以降も生存し
ていた。
ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）の胎生致死率を観察するため
、帝王切開によって得られた胎児の遺伝子型を調べた。その結果、野生型マウス（Ｒｅｃ
ｑｌ４＋／＋）：ＲＥＣＱＬ４遺伝子ヘテロ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／－）：ＲＥＣ
ＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）＝１９：４３：１４であり、メンデ
ルの法則にほぼ従った分布を示した。したがって、胎生期の死亡はＲｅｃｑｌ４遺伝子の
変異によるものではないと考えられる。
（２）体重による評価
野生型マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／＋）、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ヘテロ欠損マウス（Ｒｅｃｑ
ｌ４＋／－）及びＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）の１９日目
の胎児における体重はそれぞれ、１．４８±０．１７ｇ、１．５１±０．２１ｇ及び０．
８６±０．１２ｇであった。したがって、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウスの体重は野
生型マウスの約６０％であった（図７）。
ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウスの成長遅延はその後も持続し、生後１０週間後では、
ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウスの体重は野生型マウスの体重の約１／３であった（図
８）。
（３）細胞増殖による評価
野生型マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／＋）、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ヘテロ欠損マウス（Ｒｅｃｑ
ｌ４＋／－）及びＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）の各個体か
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試験例１
ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）におけるエキソン１３欠失転
写産物の発現量の評価
試験例２
成長遅延
　
らＭＥＦを単離し、その細胞増殖を調べた。
ＭＥＦの単離は、１４．５日胚の頭部と内臓を除去し、組織を細かく破砕し、トリプシン
処理により行った。培地は、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ’ｓ
　ｍｅｄｉｕｍ（シグマ）に１０％胎児牛血清、５０μＵ／ｍｌ　ペニシリン、５０μｇ
／ｍｌストレプトマイシン及び５８μＭ　２－メルカプトエタノールを添加したものを用
いた。培養は１０ｍｍのシャーレ中、３７℃、ＣＯ ２ 濃度５％に管理したインキュベータ
ーにて行った。細胞培養は、１０ ５ 個の細胞を６０ｍｍのシャーレ２枚ずつに播種し、毎
日培地を代えて行った。細胞の計数は、２４時間毎にコールターカウンター（ベックマン
＝コールター）によって行った。結果を図９に示す。野生型マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／＋
）及びＲＥＣＱＬ４遺伝子ヘテロ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／－）由来のＭＥＦと比較
して、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）由来のＭＥＦは有意に
低い増殖能力を示した。
以上の結果より、本発明のＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）は
、野生型マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／＋）と比較して成長遅延を示すことが明らかになった
。成長遅延は、ヒトＲＴＳの症状の一つであるので、本発明の変異型マウスはヒトＲＴＳ
のモデル動物として利用可能である。
【００１９】
（１）外観による評価
ほとんどのＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）が何らかの皮膚の
異常を示した。生後は目立たなかったが、生後６週までに頸部、背部、前足の付け根から
側腹部にかけて脱毛があった。更に尻や腹部に毛の脱色を示した個体もあった。脱毛部位
が個体表面の２０％に達する個体も存在した。
生後２～３月後には、脱毛部位にびらん性の出血をともなう病変が観察された。これらの
病変はかさぶたを作って治癒に向かったが、再び発毛を見るには至らなかった。本病変は
、皮膚が脆弱でありかつ物理的接触の機会が多い部分（例えばオスでは陰茎）で多く観察
された。
皮膚の乾燥は尾部において最も顕著であり、生後３～４ヶ月の個体の６０％で観察された
。
（２）組織学的評価
組織学的評価を行うために、マウス組織を、１０％の緩衝フォルマリンによって固定し、
パラフィン包埋して切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン染色を行った。顕微鏡写真
は、ＥＣＬＩＰＳ　ＴＥ３００（ニコン）により倍率４０×、１００×及び４００×で撮
影した。
野生型マウスと比較して、変異マウスの皮膚は、上皮、真皮、および皮下組織の低形成を
示した。
以上の結果より、本発明のＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）は
、野生型マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／＋）と比較して、皮膚の異常を示すことが明らかにな
った。皮膚の異常は、ヒトＲＴＳの症状の一つであるので、本発明の変異型マウスはヒト
ＲＴＳのモデル動物として利用可能である。
【００２０】
骨組織、小腸上皮及びリンパ組織の顕微鏡写真を試験例３と同様の方法により撮影した。
野生型マウスと比較して、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）で
は骨形成層における骨梁形成の減少が見られた。
更に、小腸上皮の絨毛の大きさと数の減少も明らかであった。クリプト及び結合組織にお
ける細胞分裂像も少なかった。これは、ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３の欠損が、増
殖の盛んな腸上皮に特に影響を及ぼすことを示唆している。
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試験例３
皮膚の異常
試験例４
他組織の低形成
リンパ系の組織を観察したところ、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－
／－）の胸腺は、野生型マウスと比較して顕著に小さかった。
更に胸腺細胞の数も、野生型マウスと比較して有意に小さかった（新生仔マウスについて
野生型マウスは１×１０ ７ （ｎ＝１）、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウスは０．６～５
×１０ ５ （ｎ＝２）；成体マウスについて野生型マウスは２．０×１０ ７ （ｎ＝１）、Ｒ
ＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウスは１．３×１０ ７ （ｎ＝１））。
また、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）の胸腺ではリンパ濾胞
の皮質と髄質の区別が不明瞭であった。更に、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅ
ｃｑｌ４－／－）では、白質層（ｗｈｉｔｅ　ｐｕｌｐ）の大きさと数が野生型マウスと
比較して顕著に少なかった。
以上の結果より、本発明のＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）は
、骨形成障害、小腸上皮の異常及びリンパ組織の異常を示すことが明らかになった。骨形
成障害は、ヒトＲＴＳの症状の一つであるので、本発明の変異型マウスはヒトＲＴＳのモ
デル動物として利用可能である。
【発明の効果】
本発明により、従来、致死性が高いと考えられていた、ＲＥＣＱＬ４遺伝子欠損ホモ動物
（Ｒｅｃｑｌ４－／－）、特にＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－
）及びその作製方法が提供される。本発明のマウスは、生長遅延、皮膚の異常、骨形成不
良を含む、ヒトＲＴＳの特徴を多く示し、ヒトＲＴＳのモデル動物として利用可能である
。
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【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、ヒトＲＴＳ患者で報告されているＲＥＣＱＬ４遺伝子の突然変異の位置
を示す図である。図中の矢印が突然変異の位置を示す。矩形は一つのエキソンに相当する
。影付きの矩形は　ＲｅｃＱヘリケースドメインを示す。
【図２】図２は、本発明のＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）の
作製スキームを示す。上段は野生型マウスのＲＥＣＱＬ４遺伝子の構造を示す。中断は、
遺伝子ターゲティングベクターの構造を示す。下段は遺伝子ターゲッティングによる相同
組み換え後のＲＥＣＱＬ４遺伝子の構造を示す。
ＴＫはチミジンカイネース遺伝子を示し、Ｎｅｏｒはネオマイシン耐性遺伝子を示す。矢
印は転写の方向を示す。
Ｘ印は制限酵素　ＸｂａＩの認識配列の部位を示す。
「３’プローブ」は、サザンハイブリダイゼーションに使用したプローブの領域を示す。
矢頭はＲＴ－ＰＣＲに用いたプライマーを示す。
【図３】図３は、ＲＥＣＱＬ４遺伝子のエキソン１３を破壊させるための、遺伝子ターゲ
ティングベクターの作製の基礎になったベクターＮＴＢｌｕｎｔを示す。
【図４】図４は、野生型マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／＋）、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ヘテロ欠損
マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／－）及びＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－
／－）の個体の尾の一部から抽出したＤＮＡの、Ｒｅｃｑｌ４遺伝子の３’プローブによ
るサザンブロットの結果を示す。
【図５】図５は、遺伝子ターゲッティング前後の、マウスのＲＥＣＱＬ４遺伝子の転写産
物より作製したｃＤＮＡの塩基配列を示す。
【図６】図６は、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）におけるエ
キソン１３欠失転写産物についての定量的ＰＣＲの結果を示す。
【図７】図７は、野生型マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／＋）、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ヘテロ欠損
マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／－）及びＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－
／－）の１９日目における外観を示す。
【図８】図８は、野生型マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／＋）及びＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損
マウス（Ｒｅｃｑｌ４－／－）の生後１０週間後における外観を示す。
【図９】図９は、野生型マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／＋）、ＲＥＣＱＬ４遺伝子ヘテロ欠損
マウス（Ｒｅｃｑｌ４＋／－）及びＲＥＣＱＬ４遺伝子ホモ欠損マウス（Ｒｅｃｑｌ４－
／－）の各個体に由来するＭＥＦの細胞増殖を示す。
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【図１】
【図２】
【図３】
【図４】
【図５】
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